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論 文 内 容 要 旨
糖尿 病 ・高血圧,腎 不全な どに認 め られ る動 脈硬化性 の血 管障害 にお いて,内 皮細 胞障害は発
症因子 で ある と同時に進行因子 と して も考 え られて いる。血 管内皮 は血 管平滑筋 に作用 して血管
の収縮 拡張 に関与 し,ま た様 々な因子 を産生 ・放 出させ ることか ら,血 管 の環境 に重要な場所で
ある考 え られ てい る。 この血管 内皮細胞 障害の機 序 には酸 化 ス トレスが関与 してい ることが これ
まで示 されて いる。
メチル グ リオ キサ ール(MethylglyoxallMGO)は グル コー スの非酵 素的代謝 産物 の一 っで
あ り,ま た,Advancedglycationendproducts(AGEs)の 前駆 体 で もある。 そ もそ もMGO
は健常状 態 において も,各 組織,細 胞 内 も しくは血液 中で産 生 され,消 去系酵素 も しくは腎排泄
によ って代謝,排 泄 されてい る。MGOは 糖尿病,末 期 腎不全 とい う病態 において,血 中および
組織 中 に増 加 して い る こ とが これまで に動物 実 験 お よ び ヒ トの デー タにて報 告 されて い る。
MGOは,そ れ 自体 は活性酸素 種(Reactiveoxygenspecies;ROS)で はないがROS産 生 を
誘発 す る もので あ り,こ れ を介 して組織/細 胞 障害を惹起 す る。 しか し,こ の詳細 な機 序 にっ い
て は今 な お不 明な点 が多 い。 今回我 々は培養 ヒ ト大動 脈 内皮細 胞(HumanAorticEndothelial
Cells:HAECs)を 使 用 してMGOに よるROS産 生機序 の解 明を 目的 と して実験 を行 った。
HAECsを,real-timefluorescentmicroscopeの 持続灌 流 システム下 にMGOを 持続投与 し,
産生 され た酸 化 ス トレスを,蛍 光マ ーカーであ るDCFに て継 時的 に検 出,測 定 した。 この持続
灌流 システムは今回我 々が,reaLtimefluorescentmicroscope用 に開発 した ものであ る。 この
システムは,常 に一 定の保温状態 および一 定の液量 のま まバ ッフ ァーを緩徐 に灌流 しなが ら継時
的 にかつrea1-timeで 細胞 内のROS産 生 を測 定 で きる とい う特 徴 があ る。 使用 す るMGOの 濃
度 は,健 常状 態 の ヒ ト血清MGO濃 度,お よ び病 的状態 と して の糖尿 病,末 期 腎不全 ヒ ト血清
中MGO濃 度 を想定 して,1,10お よび100μmol/Lの 濃 度 に設定 した。
MGOを 加 え る と,細 胞 内 のROSは 投与直 後 よ り時 間依 存性 かつ 濃度 依 存性 に増加 した。
MGOに よ って誘発 され たROSは,活 性酸素 の スカベ ンジ ャーや膜透 過性 カタラーゼの前処置
で抑制 され た。 この ことよ り,産 生 されたROSは 過酸化 水素 であ りその産生源 は活性酸素で あ
る と考 え られ る。 また,活 性酸素 は ミ トコ ン ドリア阻害 剤 にて前処置 してお いて も同様 に抑制 を
認 めた。 内皮 の一酸 化窒素合成(endothelialNOsynthesis:eNOS)阻 害剤 の前処置で は一部
反応 が抑 制 され,NADPHオ キ シダーゼ 阻害 薬 の処置 で は反応 の抑制 は認 め られな か った。 以
上 のデ ー タよ り10μmol/L以 上 の病的 なMGO濃 度 ではHAECsの 細 胞 内にお いて急性 に活性
酸素産生 を刺激 し,過 酸化 水素 を誘発 させ ることが示 され た。 この反 応は ミトコ ン ドリア経路 と・
一部eNOS経 路 を介 してお り,ま たNADPHオ キ シダー ゼ系 路 は急 性期 反応 には関与 していな
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いと考え られた。
糖尿病や腎不全状態の濃度のMGOは 血管内皮細胞に対 して急性にROS産 生を誘発 し,細 胞
障害をきたす。 この ことが長期的には内皮障害につなが り,ひ いては動脈硬化性変化を惹起する
ものと考え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨
糖尿病 ・高血圧 ・腎不全 な どに認め られ る動脈硬化性 病変 にお いて・ 内皮細胞 障害 は発症 因子
であ る と同時 に進行 因子 と して も考え られ ている。血管 内皮 は血管 平滑 筋 に作用 して血管 の収縮
拡 張 に関与 し,ま た様 々な因子 を産 生 ・放 出させ る ことか ら,血 管 の環境 に重要 な場所 であると
考 え られてい る。 この血管 内皮細胞 障害の機序 には,酸 化 ス トレスが 関与 して い ることが これま
で示 され て い る。 宮 澤 は グ ル コー スの 非酵 素 的 代謝 産 物 の ひ とつ で あ り,ま たAdvanced
glycationendproducts(AGEs)の 前駆体 で もあ るメ チル グ リオキ サ ール(Methylglyoxal:
MGO)の 内皮 におけ る活性酸素 種(Reactiveoxygenspecies:ROS)の 産生 に及ぽす効果 を検
討 した。 その 目的のため に宮澤 は培養 ヒ ト大動脈 内皮細胞(HumanAorticEndothelialCells:
HAECOs)をreal-timefluorescentmicroscopeの 持続 灌 流 システ ム下 で観 察す る方法 を新 た
に開発 した。 得 られ た成績 は10μmol/L以 上 の病 的 なMGO濃 度 の急性 投与 はHAECOsの 細
胞 内 において急性 に活性 酸素産生 を刺激 し,過 酸化水素 を誘発 させ るこ とが示 され た。 この反応
は ミ トコ ン ドリア経 路 と一部eNOS経 路 を介 して い るが,NADPHオ キ シダーゼ経路 は関与 し
ていな い ことを示唆 していた。
これ らの成績 は新 しい知見で あ り,本 論 文は博 士(医 学)の 学位論 文 として合格 と認 め る。
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